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INTRODUZIONE. 
Le Immunodeficienze Primitive (PID) sono state inizialmente descritte come difetti di 
risposta a microrganismi patogeni. Nel corso del secolo scorso, grazie ai cambiamenti 
socio-ambientali e allo sviluppo di vaccini e antibiotici, si è assistito ad un 
ridimensionamento del ruolo delle malattie infettive nella patologia umana. In questo 
contesto, è aumentata progressivamente la consapevolezza che malattie infettive 
ricorrenti o gravi possono essere la spia di un difetto del sistema immune. Parallelamente, 
lo studio di questi difetti ha permesso di acquisire conoscenze fondamentali riguardo al 
funzionamento del sistema immune. Ad esempio, l’identificazione della malattia di Bruton, 
caratterizzata dall’assenza delle gammaglobuline sieriche, ha aiutato a comprendere il 
ruolo degli anticorpi nella risposta immune[1]; ancora, la descrizione della malattia 
granulomatosa cronica ha permesso di confermare il ruolo fondamentale dei fagociti nella 
risposta ad alcuni tipi di batteri e funghi[2]; la descrizione di immunodeficienze con 
linfopenia ha permesso di sottolineare il ruolo di coordinamento dei linfociti T su diverse 
funzioni immunitarie, tanto che un loro difetto condiziona quasi sempre 
un’Immunodeficienza Combinata Grave (SCID)[3]. In pratica, al difetto di ciascuna modalità 
della risposta immunitaria, di ciascun braccio effettore, corrispondevano una o più 
malattie genetiche. D’altra parte, le conoscenze derivate dallo studio delle 
immunodeficienze permettevano di affinare gli strumenti diagnostici dell’immunologia, 
conducendo via via ad identificare nuove varietà di difetti immuni. L’introduzione degli 
anticorpi monoclonali nella diagnostica immunologica negli ultimi due decenni del secolo, 
permetterà un rapido aumento delle capacità di analisi, portando ad ampliare 
progressivamente la lista delle PID. 
Nonostante ciò, persisterà per un po’ di tempo l’idea che i difetti del sistema immunitario 
possano essere raggruppati in tre categorie diverse, sulla base della funzione 
prevalentemente interessata: la produzione anticorpale, l’immunità cellulare, la fagocitosi. 
Di conseguenza, i nuovi difetti potevano essere raggruppati in queste tre categorie 
principali. Nel gruppo dei difetti anticorpali, accanto alla malattia di Bruton 
(agammaglobulinemia X-recessiva senza linfociti B in circolo) venne descritta una 
condizione con ipogammaglobulinemia ma con presenza di linfociti B in circolo, che venne 
denominata Ipogammaglobulinemia Comune Variabile. Tra i difetti cellulari, si definirono 
diversi sottotipi di patologie a seconda che la linfopenia interessasse linfociti T, B e/o NK. 
Le strategie diagnostiche e terapeutiche erano ancora abbastanza omogenee all’interno di 
uno stesso gruppo: i difetti anticorpali avevano una prognosi migliore e si beneficiavano 
della terapia sostitutiva con immunoglobuline umane[4]; i difetti cellulari avevano una 
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prognosi infausta in assenza di trattamento, ma molti casi potevano essere curati con 
successo per mezzo del trapianto di midollo[5]. 
Nell’insieme, le immunodeficienze primitive erano viste come difetti di risposta 
(principalmente verso i patogeni), diversamente dalle malattie autoimmuni, allergiche e 
infiammatorie, che erano invece considerate come eccessi dell’immunità. 
Ben presto, tuttavia, ci si accorse che il sistema è più complesso e che molti difetti possono 
presentarsi con fenotipi parziali o sovrapposti tra loro. Verso l’inizio del nuovo millennio, 
anche la dicotomia tra immunodeficienza e autoimmunità sarebbe stata messa duramente 
in discussione dalla caratterizzazione molecolare e immunologica di un nuovo gruppo di 
malattie genetiche, indicate come “disregolazioni immunitarie”, caratterizzate da 
autoimmunità, allergia e infiammazione[6, 7]. Ancora una volta, l’esperimento della natura, 
o meglio il paziente, permisero di caratterizzare un importante braccio effettore 
dell’immunità: quello della tolleranza immune[8]. L’esistenza di linfociti regolatori, 
attivamente impiegati nel mantenimento della tolleranza, postulata su basi teoriche e su 
esperimenti nell’animale trovava qui la sua realtà e dignità nella fisiopatologia umana.  
A questo punto, si poteva pensare di aver definito con gli esempi della patologia genetica i 
quattro grandi pilastri del funzionamento dell’immunità: la risposta umorale, quella 
cellulare, quella dei fagociti ed infine la tolleranza. In realtà, si cominciava a mettere in 
discussione la definizione stessa di immunodeficienza, non più letta solo come “mancanza 
di immunità”, ma piuttosto come un generale “errore congenito dell’immunità”. 
Quest’idea permise, negli anni seguenti, di puntualizzare quello che già si sapeva, e cioè 
che molte immunodeficienze potevano esprimersi sia con sintomi infettivi che con sintomi 
autoimmuni e infiammatori. E ancora, che terapie immunosoppressive, apparentemente 
paradossali per curare un difetto di linfociti, potevano costituire imprescindibili presidi in 
molte immunodeficienze. 
Negli anni più recenti, la comprensione degli errori congeniti dell’immunità è proseguita 
con l’identificazione di una grande varietà di difetti, alcuni dei quali responsabili di 
complesse manifestazioni immunopatologiche, altri responsabili della selettiva 
suscettibilità a singole infezioni[9]. Non è molto lontano dalla verità ammettere, oggi, che 
qualsiasi malattia autoimmune o infiammatoria o infettiva grave che si sviluppi nei primi 
anni di vita è, fino a prova contraria, espressione di un sottostante errore congenito 
dell’immunità. Di fatto, la lista dei difetti genetici conosciuti (circa 160) potrebbe ancora 
ampliarsi[10]. La conoscenza purtroppo, non porta solo miglioramenti al nostro operare. 
Sospettare e diagnosticare più di 100 diverse malattie è certo cosa diversa dalla diagnosi 
dei tre gruppi di malattie che avevamo imparato alla fine del secolo scorso: i criteri di 
sospetto diventano più ampi e gli algoritmi più complicati, con il rischio di rendere più 
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difficile anche quel compito che già eravamo riusciti a svolgere sulle vecchie 
immunodeficienze[11]. 
La domanda che ci poniamo con questo lavoro di tesi è come in un centro ospedaliero di 
terzo livello siano stati affrontati questi cambiamenti, come l’epidemiologia delle 
immunodeficienze sia cambiata, quali siano le ripercussioni sui percorsi di sospetto e 
diagnosi, quali le strategie ancora da attuare.  
La domanda, in altre parole, è come possiamo modificare i nostri comportamenti in modo 
che le “nuove immunodeficienze” possano entrare nelle nostre capacità di sospetto e 
diagnosi senza complicare il nostro approccio verso le “vecchie immunodeficienze”, che 
meritano tuttora un pensiero rapido e una diagnosi tempestiva per giungere ad un 
trattamento efficace. 
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OBIETTIVI. 
L’obiettivo generale è quello di capire come la conoscenza di nuove immunodeficienze e la 
disponibilità di nuovi strumenti diagnostici possano influenzare le nostre strategie per il 
sospetto e diagnosi di PID e quali interventi possano rendersi necessari per ottimizzare la 
pratica clinica in questo campo in continua evoluzione. A questo scopo sono state eseguite 
le seguenti attività: 
Raccolta di tutti i casi di Immunodeficienza Primitiva diagnosticati negli ultimi 35 anni 
presso l’IRCCS Burlo Garofolo e presso la Clinica Pediatrica dell’Ospedale Universitario di 
Lubiana. 
- L’epidemiologia locale è stata confrontata con altre esperienze pubblicate e con registri 
nazionali ed internazionali;  
- le caratteristiche cliniche (infettive, infiammatorie, autoimmuni, altro) che hanno 
condotto al sospetto di PID sono state confrontate con i criteri di sospetto proposti 
dall’ESID; 
- considerata la diversa età tipica di presentazione di molte PID, si è valutato se la 
suddivisione in gruppi per età possa facilitare un approccio al sospetto e alla diagnosi. 
Analisi prospettica dell’iter di sospetto e diagnosi di PID presso l’IRCCS Burlo Garofolo 
negli ultimi due anni. 
- E’ stata analizzata l’efficacia diagnostica di test immunologici eseguiti in seguito a 
consulenza presso un laboratorio specializzato in immunodeficienze a confronto con 
l’attività di analisi immunologica di “routine” svolta presso il laboratorio ospedaliero di 
citometria. 
Proposta di un iter pratico per il sospetto e diagnosi di PID presso un centro di terzo 
livello. 
Sulla base dei risultati precedenti, si vogliono identificare strategie pratiche per il sospetto 
e per l’iter diagnostico immunologico. 
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METODI 
 
Pazienti.  
Sono stati registrati nello studio tutti i pazienti che hanno ricevuto una diagnosi di 
Immunodeficienza Primitiva presso l’IRCCS Burlo Garofolo di Trieste e la Clinica Pediatrica 
dell’Ospedale Universitario di Lubiana negli ultimi 35 anni. Sono state considerate come 
immunodeficienze primitive le malattie incluse nella più recente revisione della 
classificazione della Unione Internazionale delle Società di Immunologia, con esclusione dei 
deficit isolati di IgA. 
Le categorie diagnostiche sono: 
- Difetti anticorpali: malattia di Bruton, ipogammaglobulinemia comune variabile. 
- Immunodeficienze combinate: SCID, sindrome di Omenn, sindromi con IperIgM. 
- Difetti dei fagociti: malattia granulomatosa cronica, difetti di adesione leucocitaria, 
neutropenie congenite. 
- Altre ID ben definite (o ID sindromiche): Sindrome di Wiskott Aldrich, sindrome di Di 
George, etc.  
- Difetti del complemento: difetti di singoli fattori del complemento. 
- Immunodeficienze disregolatorie: APECED, IPEX, IPEX-like, fHLH, ALPS 
- Sindromi auto infiammatorie: CIAS1patie, febbre mediterranea familiare, TRAPS, difetto 
di mevalonato kinasi, DIRA 
- Non classificate 
 
Per ciascun paziente, sono stati raccolti i dati anagrafici essenziali, gli elementi 
caratterizzanti il quadro clinico di presentazione, gli esami eseguiti per giungere alla 
diagnosi con particolare riferimento alle valutazioni immunologiche e genetiche e la 
diagnosi finale. 
L’analisi dei dati ha compreso: 
- La definizione dell’epidemiologia delle diverse forme di PID. 
- La valutazione degli elementi clinici alla diagnosi. Dato che esistono criteri per facilitare 
il  sospetto di PID sulla base della presenza di varie categorie di sintomi (infezioni 
ricorrenti, infezioni inusuali, autoimmunità, etc), abbiamo valutato quanti dei sintomi 
da noi riscontrati rientrassero in ciascuna di queste categorie. 
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- La valutazione delle diagnosi e dei sintomi in diverse classi di età. Dato che molte PID 
mostrano una diversa epidemiologia per età è logico aspettarsi che diversi tipi di 
sintomi ed esami diagnostici possano avere diversa rilevanza in diverse classi di età. 
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Studio prospettico 
Da alcuni anni, si è sviluppato presso i laboratori di ricerca dell’IRCCS Burlo Garofolo un 
gruppo di lavoro impegnato nella diagnosi e nello studio delle immunodeficienze primitive. 
Uno degli scopi di questo lavoro è anche quello di valutare l’utilità diagnostica di esami 
immunologici di nuova introduzione, rispetto alle prestazioni diagnostiche convenzionali 
(cosiddetto “pannello base” dell’immunofenotipo), disponibili presso il laboratorio di 
Citometria dell’ospedale.  
Sono stati registrati tutti gli esami eseguiti negli ultimi 3 anni ed il loro contributo alla 
diagnosi di immunodeficienza. Riassumiamo di seguito una lista dei nuovi test introdotti in 
questi anni. Per molti degli esami più specialistici sono utilizzati valori di riferimento già 
definiti in letteratura e/o sviluppati presso laboratori specializzati (in particolare, dal 
laboratorio di analisi della Mayo Clinics). 
 
 
Analisi di commutazione e memoria dei linfociti B (B commutati memoria). 
Questo test permette di identificare ed enumerare i linfociti B che hanno sviluppato una 
risposta anticorpale adattativa in seguito al contatto con un antigene. Questi linfociti 
esprimono sulla propria superficie il marcatore CD19, identificativo dei linfociti B, il CD27, 
indicativo dello sviluppo di memoria in seguito a pregresso contatto con l’antigene mentre 
non esprimono più le immunoglobuline IgD o IgM, a conferma che hanno compiuto la 
cosiddetta commutazione di classe isotipica. Nei bambini molto piccoli, il test ha scarsa 
validità, perché l’esperienza di confronto con antigeni ambientali è ancora limitata. Nei 
bambini più grandi e negli adulti la percentuale di linfociti B switched memory sale 
progressivamente fino a valori intorno al 10% dei linfociti B totali. Un valore molto basso di 
questo parametro (sotto il 2%) indica una relativa incapacità di montare una risposta 
anticorpale adattativa. Di solito, i pazienti con difetto di questi linfociti hanno anche un 
difetto della risposta anticorpale contro i vaccini. Lo studio dei B commutati memoria è 
utile nella diagnositica delle ipogammaglobulinemie (agammaglobulinemia, 
ipogammaglobulinemia comune variabile, sindromi con IperIgM) e può dare informazioni 
utili anche in alcune immunodeficienze complesse come la sindrome di Wiskott-Aldrich. 
Nei pazienti con ipogammaglobulinemia comune variabile, la valutazione della 
distribuzione dei sottogruppi di linfociti B può avere un valore classificativo e prognostico. 
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Analisi di output timico di linfociti T (RTE = recent thymic emigrants). 
I linfociti T periferici sono composti da due gruppi principali: 1) linfociti fuoriusciti dal timo 
e non ancora proliferati in periferia (RTE); 2) linfociti che hanno proliferato in periferia. Le 
due popolazioni non corrispondono esattamente a quelle identificate dal cosiddetto 
fenotipo memoria (espressione dell’isoforma R0 dell’antigene CD45) e naïve (isoforma RA 
del CD45), dato che non tutti i linfociti proliferati in periferia assumono il fenotipo 
memoria. L’espressione contemporanea di CD31 e di CD45RA sulla superficie di linfociti 
CD4 permette di discriminare gli RTE dagli altri linfociti naïve[12-15]. I valori di RTE sono tanto 
più elevati quanto più il bambino è piccolo. Bassi valori di RTE suggeriscono la presenza di 
un difetto di maturazione dei linfociti T. Questo test è particolarmente utile in bambini 
molto piccoli in cui si sospetti un difetto combinato dell’immunità in assenza di linfopenia o 
con linfopenia border-line (ad esempio nelle cosiddette leaky SCID, nella sindrome di Di 
George, Cartilage Hair Hypoplasia). Il test è inoltre utilizzabile per valutare la capacità di 
rigenerazione timica in diverse categorie di pazienti: nei pazienti sottoposti a trapianto di 
cellule staminali ematopoietiche per sapere se la rigenerazione linfocitaria è 
maggiormente rappresentata dalla proliferazione di linfociti infusi al momento del 
trapianto (post-timici) o dalla generazione di nuovi linfociti a partire dalle cellule staminali 
infuse; nei pazienti con infezione da HIV sottoposti ad HAART; in pazienti sottoposti a 
chemoterapia o immunomodulazione; per controllare la presenza di eventuali residui 
timici dopo timectomia; per l’analisi della timopoiesi dopo trapianto o terapie citostatiche 
o antivirali.  
 
Linfociti T con fenotipo di memoria o naïve.  
I linfociti T memoria sono linfociti già commissionati a rispondere verso specifici antigeni. 
Essi esprimono sulla propria superficie l’isoforma R0 dell’antigene leucocitario CD45. Una 
quota aumentata di queste cellule in bambini molto piccoli è suggestiva di disregolazione 
immunitaria con sostenuta attivazione periferica (ad esempio nella sindrome di Omenn, 
nella GVHD materna e nell’IPEX). Il valore è in qualche misura speculare rispetto agli RTE. Il 
parametro può essere utilmente valutato nel follow-up di malattie autoimmuni 
particolarmente aggressive come correlato biologico della risposta ai farmaci 
immunomodulanti. 
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Linfociti T doppio negativi con recettore alfa/beta (DNT). 
Sono una popolazione anomala di linfociti T caratterizzati dalla presenza del marcatore 
CD3 e del recettore T alfa/beta in assenza sia del CD4 che del CD8. Si tratta di una 
popolazione che rispecchia probabilmente linfociti precedentemente attivati ma non 
correttamente eliminati per difetto dei meccanismi di apoptosi. Il test ha buona sensibilità 
e specificità nell’identificare la maggior parte dei difetti congeniti di apoptosi[16]. Valori al di 
sopra del 2.5% dei linfociti T sono fortemente suggestivi di difetto di apoptosi. 
L’esecuzione del test è indicata in tutti i bambini con ipertrofia linfatica e/o citopenia 
(piastrinopenia, sindrome di Evans) non spiegata[17]. Può essere completato con la 
valutazione di altri biomarcatori, come la vitamina B12 e con test funzionali di apoptosi e, 
infine, con l’analisi genetica[18]. Recenti dati suggeriscono che la percentuale di DNT possa 
essere valutata anche per studiare la risposta al trattamento in questi pazienti[19]. 
 
Linfociti regolatori. 
Sono una popolazione di linfociti T difficilmente definibile, che correla con l’elevata 
espressione degli antigeni CD25 e FOXP3 in linfociti T CD4, in assenza di elevata 
espressione di CD127[20]. Un difetto di questi linfociti è indicativo di disregolazione immune 
tipo IPEX[8]. Se un difetto di queste cellule ha un indubbio valore diagnostico, la loro 
presenza non permette di escludere una sindrome tipo-IPEX, dato che esistono casi in cui 
questi linfociti sono presenti ma non pienamente funzionali[21, 22]. 
 
Test di espressione di antigeni dopo attivazione (CD25, CD69, CD40L, HLA-DR etc) 
L’analisi valuta la capacità dei linfociti periferici di attivarsi in seguito all’aggiunta di 
determinati stimoli (fitoemoagglutinina, esteri del forbolo, ionomicina, stimolo 
recettoriale). I dati sono confrontati con quelli ottenuti da un donatore sano di controllo 
esaminato contemporaneamente. A 24 ore dall’attivazione, >50% dei linfociti CD3 deve 
esprimere gli antigeni di attivazione CD2, HLA-DR e CD69. Il risultato del test va sempre 
interpretato sulla base del quesito clinico e di eventuali altri dati di laboratorio. 
Questo test è particolarmente importante per valutare la capacità di esprimere antigeni 
che sono espressi in modo evidente solo su linfociti attivati. Un difetto di espressione del 
CD40L su linfociti T attivati è caratteristico della immunodeficienza con IperIgM legata al 
cromosoma X. Un difetto di espressione dell’antigene CD25 dopo attivazione è 
caratteristico di una disregolazione immunitaria grave dovuta a mutazione del CD25.  
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Test di fagocitosi e produzione di superossido. 
E’ un test molto semplice che valuta la capacità di sviluppo del burst ossidativo in 
granulociti stimolati con cellule batteriche formalinizzate o con attivatori (esteri del 
forbolo). La produzione di superossido viene rivelata dall’attivazione di un colorante che, 
una volta ossidato, emette intensa fluorescenza (di-idrorodamina 123). Il test permette di 
identificare i difetti della catena ossidativa dei granulociti, che sono alla base delle diverse 
forme di Malattia Granulomatosa Cronica. Una diminuzione della reazione ossidativa può 
essere documentata anche nei difetti completi di mieloperossidasi. 
 
Test di proliferazione 
L’analisi valuta la capacità dei linfociti periferici di proliferare in seguito all’aggiunta di 
determinati stimoli[23]. I dati sono confrontati con quelli ottenuti da un donatore sano di 
controllo esaminato contemporaneamente. Non ci sono valori normali di riferimento: i 
risultati devono sempre essere valutati sulla base del quesito clinico. I linfociti vengono 
marcati con un colorante fluorescente che permetterà di valutare, dopo 84 ore di coltura, 
le generazioni proliferate. Il risultato viene espresso come percentuale di precursori 
proliferati e come numero di generazioni prodotte. Il test viene considerato informativo se 
la percentuale di proliferazione del donatore è superiore al 30% (in almeno 2 generazioni) 
con lo stimolo più potente e superiore al background con lo stimolo più blando. In casi 
particolari, possono essere eseguite valutazioni di proliferazione con aggiunta di citochine 
(IL2 o IL15). Il test permette di discriminare tra difetti maggiori nei meccanismi di 
attivazione e proliferazione (difetto con tutti gli stimoli), e difetti legati all’intensità del 
segnale (difetto solo allo stimolo con CD3). Un difetto a uno o più stimoli può essere 
evidenziato nelle immunodeficienze combinate gravi (SCID) e in alcuni difetti combinati più 
subdoli (sindromi da IperIgM, sindrome di Wiskott Aldrich, displasie ectodermiche con 
difetto di NEMO) [24, 25].  
 
Test di apoptosi. 
Il test funzionale di apoptosi indaga l’integrità della via di segnale del FAS è dà risultati 
patologici in presenza di mutazione del FAS e di altri proteine coinvolte in questa via. 
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Normalmente, i linfociti periferici sono relativamente resistenti all’induzione di apoptosi, 
ma tendono a diventare suscettibili dopo un periodo di attivazione più o meno lungo. 
Questa caratteristica rispecchia i meccanismi con cui il sistema immune mantiene la 
propria omeostasi, eliminando i linfociti attivati al termine di una fisiologica risposta 
immune. Per eseguire il test, i linfociti periferici del soggetto devono quindi essere 
sottoposti ad attivazione in vitro, e solo successivamente potrà essere somministrato lo 
stimolo apoptotico, utilizzando anticorpi IgM anti FAS. L’esecuzione del test non è semplice 
e deve essere utilizzato sempre un controllo sano. Il test dà risultati informativi solo 
quando si riesca ad ottenere un elevata percentuale di linfociti vitali a distanza di 1-2 
settimane dall’attivazione[16]. 
 
Test di citotossicità. 
Si tratta di un test funzionale che indaga la capacità da parte di linfociti CD8 e cellule NK di 
lisare cellule tumorali. Come bersaglio convenzionale viene utilizzata una linea di leucemia 
mieloide (K562) colorata con tracciante fluorescente in modo da essere identificabile in 
analisi citometrica dopo incubazione con i linfociti. L’attività citotossica delle cellule del 
sangue (CD8 e NK) viene misurata sulla base della percentuale di cellule bersaglio che va 
incontro ad apoptosi o necrosi dopo il periodo di incubazione. Un risultato patologico può 
essere dovuto ad un difetto numerico di queste cellule o ad un difetto nella produzione di 
molecole citolitiche, come le perforine e il granzimaB. Il test dà di solito risultati indicativi 
nelle sindromi linfoistiocitarie emofagocitiche, sia familiari che sporadiche, quale che sia la 
loro causa molecolare[26-28]. 
 
Altri test.  
L’analisi funzionale del sistema immunitario può contare su numerosi altri test che di solito 
vengono svolti nel contesto di progetti di ricerca. Ad esempio, l’espressione della proteina 
WASP (non eseguita presso il nostro laboratorio) all’interno dei leucociti può avere un 
significato sia diagnostico che prognostico. Ancora, l’analisi di espressione del fattore 
FOXP3 all’interno dei linfociti regolatori può permettere di identificare un sottogruppo di 
pazienti con sindrome IPEX, in cui la mutazione genica si associa a diminuita produzione 
della proteina. Altri test hanno un significato funzionale e sono utilizzati per indagare 
percorsi di trasduzione del segnale: lo studio della fosforilazione del fattore STAT5 dopo 
esposizione a diverse citochine (test non ancora disponibile presso il nostro laboratorio) 
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permette di identificare le principali cause di SCID legate a difetto di segnale (mutazione 
della catena gamma comune; difetto di JAK3; difetto di IL7R). 
 
Studio della risposta anticorpale ai vaccini. 
Presso i laboratori della maggior parte degli ospedali è possibile verificare la risposta 
anticorpale verso i vaccini obbligatori. La presenza di anticorpi anti-tetano e/o anti HBsAg 
correla con la capacità di compiere una risposta anticorpale adattativa verso antigeni 
proteici. La produzione di anticorpi anti-pneumococco dopo vaccinazione, in un bambino 
sopra i 5 anni di età, correla con la capacità di rispondere ad antigeni polisaccaridici. 
La ricerca degli anticorpi anti tetano e anti HBsAg può aiutare nella definizione delle 
ipogammaglobulinemie del bambino pre-scolare: la presenza di una risposta anti vaccinale 
depone in questi casi per una diagnosi di ipogammaglobulinemia transitoria dell’infanzia. 
In bambini più grandi enegli adulti, l’assenza di una risposta anti-vaccinale è un elemnto 
contributivo per la diagnosi di immunodeficienza anticorpale. L’assenza di anticorpi anti-
pneumococco dopo vaccinazione identifica un sottogruppo di immunodeficienze 
anticorpali selettive.  
 
Analisi genetiche. 
Lo studio del fenotipo e della funzione immune consente nella maggior parte dei casi di 
identificare uno o pochi geni candidati che possono essere oggetto di studio molecolare. 
Nei casi in cui non dovesse essere identificata nessuna mutazione, lo studio immunologico 
può fornire dati utili per una diagnosi clinico-funzionale di immunodeficienza. Tuttavia, la 
maggior parte dei test immunologici resta poco standardizzata e a volte di esecuzione 
complessa. Al contrario, l’analisi genetica può essere eseguita in modo altamente 
automatizzato e con prezzi che tendono ad essere progressivamente più contenuti. Questi 
vantaggi dovrebbero permettere nel corso di pochi anni di eseguire analisi molecolari 
contemporaneamente su numerosi geni, accorciando i tempi ed i costi della diagnosi. 
Indagini genetiche ad alta processività possono inoltre essere utilizzate per identificare 
nuove cause genetiche di immunodeficienza, anche se per ora questo rimane un approccio 
ad elevata complessità bioinformatica, sostanzialmente dedicato alla ricerca.  
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RISULTATI 
 
1) Epidemiologia delle immunodeficienze primitive in Friuli Venezia Giulia e in 
Slovenia. 
 
Una diagnosi di immunodeficienza primitiva è stata posta in 115 pazienti (78 maschi e 37 
femmine) provenienti dal Friuli Venezia Giulia e dalla Slovenia. A questi si aggiungono 29 
pazienti riferiti da altre aree geografiche. 
La distribuzione dei pazienti nelle diverse categorie di immunodeficienza (vedi “Metodi”) è 
rappresentata nella figura seguente. 
 
 
Le singole diagnosi più comuni sono risultate: malattia granulomatosa cronica (15 casi), 
APECED (14), CID-SCID (10), CVID (7), fHLH (6), WAS (6), XLA (5). 
I dati sono stati successivamente scorporati in tre gruppi sulla base dell’età all’esordio dei 
sintomi: entro il primo anno; tra 1 e 6 anni; al di sopra dei 6 anni. 
La distribuzione delle diagnosi nelle diverse categorie è riportata nei tre grafici sottostanti. 
 
   
Esordio < 1 anno Esordio 1 – 6 anni Esordio > 6 anni 
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Nel gruppo con esordio nel primo anno di vita, i difetti dei fagociti (malattia granulomatosa 
cronica, sindrome di Shwachman e neutropenie congenite) e le immunodeficienze 
sindromiche (malattia di Wiskott Aldrich, malattia di Di George, etc) sono i due gruppi più 
numerosi; da 1 a 6 anni, diventano più frequenti le sindromi disregolatorie (APECED, ALPS, 
fHLH, IPEX); al di sopra dei 6 anni, scompaiono le immunodeficienze combinate e i difetti 
dei fagociti, mentre continuano ad aumentare le immunodeficienze disregolatorie e i 
difetti anticorpali. 
 
La distribuzione delle diagnosi nella popolazione riferita da altre aree geografiche è 
riportata nel grafico seguente (tutte le classi di età raggruppate). 
 
 
 
Il gruppo più rappresentato in questo caso è quello delle sindromi auto-infiammatorie, 
seguito da quello delle immunodeficienze disregolatorie. 
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Sintomi di presentazione suddivisi per età all’esordio. 
I sintomi all’esordio sono stati registrati dalle cartelle di ammissione prima che la diagnosi 
di immunodeficienza venisse formalizzata. I dati sono stati analizzati dapprima 
suddividendo la casistica in base all’età di comparsa dei sintomi e successivamente 
suddividendola in base all’età del paziente alla diagnosi. 
 
 
Sintomi di presentazione. Pazienti suddivisi in base all’età all’esordio dei sintomi. 
 
 
Sintomi di presentazione. Pazienti suddivisi in base all’età alla diagnosi. 
 
Le infezioni ricorrenti o inusuali hanno un’elevata importanza in tutte le età. I bambini con 
esordio nel primo anno di vita hanno più frequentemente sintomi di tipo infiammatorio (di 
solito a carico di intestino e cute) e più raramente malattie autoimmunitarie e neoplasie. 
Indipendentemente dall’età all’esordio, nei casi con diagnosi prima dell’anno, le infezioni 
ricorrenti hanno raramente costituito il sintomo di presentazione, mentre un ruolo più 
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importante è stato giocato dai sintomi infiammatori (presenti in quasi il 70% dei casi) e 
dalle infezioni inusuali (40%). 
 
2) Analisi prospettica dell’iter di sospetto e diagnosi di PID presso l’IRCCS Burlo 
Garofolo. 
Dal febbraio del 2008 al gennaio del 2011, presso il “Laboratorio delle Immunodeficienze”, 
sono stati analizzati campioni da 58 pazienti con sospetto di immunodeficienza. 
Nella maggior parte dei casi la scelta degli esami da eseguire è stata concordata attraverso 
una discussione del caso tra i medici della clinica ed il laboratorio. 
 
Gli esami eseguiti più frequentemente sono stati, nell’ordine:  
- analisi dei B commutati memoria nel 62% dei casi (36/58 pazienti),  
- profilo base delle sottopopolazioni linfocitarie nel 38% (22/58)  
- RTE nel 26% (15/58). 
 
Le indicazioni all’esecuzione degli esami sono state:  
- difetti anticorpali (36),  
- sospette immunodeficienze combinate (15),  
- sospette disregolazioni immuni (14 casi). 
 
I test che complessivamente hanno dato più risultati contributivi per la diagnosi sono 
risultati: 
- lo studio dei B commutati memoria, che ha fornito dati utili in 7/58 pazienti (12%)  
- la valutazione degli RTE in 4/58 (7%). 
 
 
Paz. 
Totali T-B-NK RTE 
B 
mem 
T 
mem 
T 
attiv 
T 
reg DNT prolif apopt Antig. 
anti-
pneumo 
eseguiti 58 22 15 36 5 7 5 8 5 3 7 3 
informativi  1 4 7 0 2 2 2 0 2 2 1 
Esami eseguiti presso il Laboratorio Immunodeficienze e numero dei casi in cui il risultato 
ha contribuito a definire la diagnosi.  
 
Data la scarsa numerosità del campione, non possiamo calcolare la specificità dei vari test 
nell’indicare la presenza di un difetto immune.  
I test specialistici eseguiti per situazioni clinicamente ben selezionate hanno dato 
generalmente buoni risultati, rivelandosi utili in un’elevata percentuale dei casi in cui sono 
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stati eseguiti. In particolare lo studio di antigeni di attivazione dei T ha dato risultati 
contributivi nel 28% dei casi in cui è stato eseguito e lo studio dei DNT nel 25%. 
Complessivamente, questi esami hanno permesso di eseguire o confermare la diagnosi di 
immunodeficienza in 15 casi: 
- 6 casi di ipogammaglobulinemia comune variabile (confermati dall’analisi dei linfociti B 
memoria), 
- 2 casi di Displasia metafisaria di McKusic (già diagnosticati in precedenza, ma 
caratterizzati da una chiara alterazione degli RTE), 
- 6 casi di disregolazioni immuni (definiti grazie all’analisi di antigeni di attivazione e 
all’analisi dei linfociti DNT). 
 
Nello stesso periodo, presso il laboratorio di citometria sono state eseguite circa 500 
analisi del “profilo base” delle sottopopolazioni linfocitarie (linfociti T CD4, T CD8, B, NK), 
per varie indicazioni diagnostiche, senza contribuire alla diagnosi di un singolo caso di 
immunodeficienza. Un caso di malattia granulomatosa cronica è stato diagnosticato per 
mezzo del test del superossido. 
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Discussione 
 
Nuove e vecchie immunodeficienze hanno una frequenza paragonabile. 
Singolarmente, le due immunodeficienze più comuni sono risultate la malattia 
granulomatosa cronica e la APECED. 
Le diagnosi di PID risultano distribuite in tutte le categorie diagnostiche, senza una 
evidente prevalenza di un gruppo sugli altri. Questa dati danno un’immagine alquanto 
diversa rispetto a quelle che deriva da registri internazionali come quello tenuto presso 
l’Organizzazione Europea per le Immunodeficienze (ESID), i cui dati sono riportati nella 
tabella seguente, insieme a quelli di una recente analisi epidemiologica francese e del 
presente studio. In particolare, la casistica dell’ESID mostra una netta prevalenza dei difetti 
anticorpali e invece una scarsa rappresentazione dei difetti dei fagociti e delle 
immunodeficienza disregolatorie.  
 
Diagnosi ESID 2011 Francia 2010 FVG-SLO 2011 
Difetti anticorpali 55.5% 42.8% 10.4% 
Difetti combinati 7.7% 17.3% 13.0% 
Difetti dei fagociti 10.2% 18.7% 20.9% 
Difetti del complemento 4.7% 0.5% 5.2% 
Altre (sindromiche) 16.9% 14.1% 21.7% 
Disregolatorie 1.4% 6.6% 21.7% 
Auto-infiammatorie 1.9%  6.9% 
Inclassificate 1.8%   
 Include adulti Include adulti Solo pediatrica 
Epidemiologia delle immunodeficienze primitive in tre registri diversi: ESID = organizzazione 
Europea per le Immunodeficienze.  
 
Il primo motivo che è alla base di queste differenze è l’inclusione nel registro ESID, ma non 
nella nostra casistica, di pazienti adulti, nei quali la PID di più frequente riscontro è senza 
dubbio l’ipogammaglobulinemia comune variabile. 
Un secondo motivo potrebbe risiedere nel carattere “volontaristico” dei registri 
internazionali, che fa sì che le diagnosi eseguite da alcuni specialisti (ad esempio gli 
immunologi) abbiano maggior probabilità di essere segnalate rispetto a quelle formulate 
da altri specialisti (endocrinologi, gastroenterologi, pneumologi, etc). Nel nostro caso, il 
comune denominatore della casistica è stato quello pediatrico, cosa che ha permesso di 
includere nella pazienti seguiti da diversi specialisti all’interno di uno stesso Istituto. 
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Questo dato può spiegare una maggiore rappresentazione nella nostra casistica di 
determinate malattie, come ad esempio quelle su base auto-infiammatoria che sono di 
solito seguite dal reumatologo.  
Di fatto, anche il registro Nazionale Francese, recentemente pubblicato, presenta 
aumentate percentuali dei difetti combinati, dei difetti dei fagociti e delle 
immunodeficienze disregolatorie rispetto al database ESID. Similmente al registro 
dell’ESID, questo registro include i casi adulti ma, al contrario non include le diagnosi di 
APECED (Autoimmune Polyendocrynopathy Candidiasis Ectodermal Dysplasia) e le 
sindromi auto-infiammatorie. Per questi motivi, la scarsa rappresentazione dei difetti 
anticorpali è ancor più significativa. 
Infine, è possibile che in molti centri alcune delle immunodeficienze “nuove” siano sotto-
diagnosticate. Questo viene suggerito dall’analisi dei pazienti giunti alla nostra attenzione 
da altre aree: in questi casi la frequenza di malattie auto-infiammatorie e disregolatorie è 
apparse molto superiore all’atteso. 
 
Partendo da questi dati possiamo fare le seguenti considerazioni: 
- Alcune immunodeficienze, prese singolarmente, appaiono più frequenti di altre. Tra 
queste è importante segnalare la malattia granulomatosa cronica e la APECED. La 
diagnosi precoce è importante in entrambi i casi e può essere indirizzata e/o formulata 
con esami semplici (test del superossido, dosaggio di autoanticorpi). 
- Le immunodeficienze non sono una specialità di un singolo medico, ma un problema 
trasversale comune a diverse malattie seguite da diversi specialisti. Il fatto che in un 
ambito pediatrico sia più facile mettere insieme tutte le diverse immunodeficienze 
(vecchie e nuove), sottolinea la multidisciplinarietà del problema. 
 
Distribuzione per età. 
Come era da attendersi, la prevalenza di diverse immunodeficienze cambia sensibilmente 
con l’età. I difetti più gravi e di più urgente necessità diagnostica si verificano nei primi anni 
di vita. Ci sembra perciò pretenzioso e poco utile definire criteri di sospetto delle 
immunodeficienze che non tengano, in primo luogo, conto dell’età. Anche sulla base dello 
spettro allargato di diagnosi possibili, la costruzione di criteri di sospetto e di iter 
diagnostici validi per tutte le condizioni sembra più un esercizio di algoritmi matematici 
che una attività medica[11]. Al contrario, il pensiero in modo strutturato per età può 
semplificare l’approccio ai pazienti con immunodeficienza e può facilitare un approccio 
pesato secondo priorità cliniche (urgenza della diagnosi). 
Le immunodeficienze combinate gravi si presentano solo nei primissimi anni di vita e 
rappresentano sempre un’urgenza diagnostica, questo è in parte vero anche per le più 
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comuni immunodeficienze sindromiche (o “Altre ID ben caratterizzate”); le 
immunodeficienze anticorpali si ritrovano invece prevalentemente nei bambini più grandi 
e raramente rappresentano un’urgenza diagnostica.  
Tenuto conto di questa diversa distribuzione per età, anche i sintomi all’esordio sono stati 
analizzati separatamente nei tre gruppi per età. 
 
Sintomi all’esordio. 
Si è osservata una certa discrepanza tra sintomi di presentazione della malattia nel caso 
che si suddivida la casistica sulla base dell’età di esordio dei sintomi o sulla base dell’età 
alla diagnosi. In particolare, i bambini con esordio dei sintomi nel primo anno di vita 
presentano infezioni ricorrenti e inusuali in percentuali simili rispetto a quelli con esordio 
successivo. Tuttavia, se la suddivisione viene fatta per età alla diagnosi, i casi diagnosticati 
nel primo anno di vita non avevano per lo più sviluppato infezioni ricorrenti ma erano stati 
diagnosticati per il sommarsi di sintomi infiammatori, infezioni inusuali e altri elementi 
(arresto di crescita, sintomi specificamente suggestivi di una specifica sindrome di 
immunodeficienza).  Questi dati permettono di sottolineare l’importanza di sospettare 
un’immunodeficienza nel primo anno di vita senza attendere una ricorrenza di fatti 
infettivi. 
I sintomi autoimmuni assumono progressivamente più importanza con il progredire 
dell’età: questa tendenza è dovuta in buona parte allo sviluppo di malattie autoimmuni in 
pazienti affetti da APECED, mentre le manifestazioni autoimmuni nei bambini più piccoli 
sono limitate alle gravi disregolazioni immuni (IPEX, IPEX-like). Diversamente, i sintomi 
infiammatori costituiscono, insieme all’arresto di crescita, una modalità di presentazione 
frequente nei piccoli lattanti: tenerne conto può permettere di giungere a formulare la 
diagnosi prima ancora del verificarsi di fatti infettivi potenzialmente gravi. 
 
Iter diagnostico 
Per molte immunodeficienze primitive c’è ancora un ritardo diagnostico elevato. Tuttavia 
l’urgenza di arrivare ad una diagnosi non è uguale per tutte le malattie. Per proporre un 
iter diagnostico è opportuno distinguere innanzitutto i casi per i quali la diagnosi 
rappresenta un’urgenza da quelli in cui questa può essere procrastinata senza danni 
rilevanti. 
Nel primo gruppo si trovano senza dubbio la maggior parte delle cosiddette 
“immunodeficienze vecchie”, malattie che è opportuno conoscere singolarmente per 
poterci pensare prontamente. In particolare, vanno ricordate in questo gruppo le 
immunodeficienze combinate gravi, alcune sindromi ben definite (ad esempio la sindrome 
di Wiskott Aldrich), la malattia granulomatosa cronica e la sindrome con IperIgM, tutte 
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condizioni che possono beneficiare di un trapianto di cellule staminali ematopoietiche 
eseguito in condizioni elettive. 
L’analisi della nostra casistica mostra che nella maggior parte dei casi, questi pazienti 
tendono ad avere diversi sintomi (infiammatori, difetto di crescita, altro) che possono 
suggerire la diagnosi tempestivamente, prima della comparsa di infezioni inusuali 
potenzialmente letali o di infezioni ricorrenti. Alcuni esami, dalla linfopenia agli RTE, 
permettono di impostare il problema diagnostico nella maggior parte di questi casi. 
Le “nuove immunodeficienze” rappresentano più raramente un’urgenza diagnostica e 
richiedono spesso di praticare analisi immunologiche e genetiche più complesse e 
specialistiche. 
L’importante, come si diceva, in questi casi è pensarci, pensare alla possibile presenza di 
un’immunodeficienza e cercare, nella clinica e nel laboratorio i piccoli tasselli che possono 
aiutare a definire con chiarezza la malattia. Per fare ciò, occorre anche utilizzare in modo 
corretto l’armamentario diagnostico, oggi arricchito di diversi esami. Nella piccola casistica 
seguita negli ultimi 3 anni presso il Laboratorio delle Immunodeficienze, abbiamo mostrato 
come il profilo base delle sottopopolazioni linfocitarie, che rappresentava fino a pochi anni 
fa l’esame standard per l’analisi di una possibile immunodeficienza, sia raramente utile a 
meno che non ci si trovi di fronte ad una SCID o una agammaglobulinemia legata al 
cromosoma X, che insieme rappresentano solo il 15% delle PID. 
In 58 pazienti valutati per un sospetto di immunodeficienza sono stati identificati 15 casi di 
immunodeficienza caratterizzati da sostanziali anomalie del fenotipo e/o della funzione 
immunologica in vitro (solo uno dei quali con alterazione del profilo base delle 
sottopopolazioni). L’elevato potere diagnostico di questi esami nella nostra esperienza 
dipende almeno in parte da una stringente selezione clinica dei casi da analizzare presso il 
laboratorio, che spiega l’elevata percentuale di diagnosi formalizzate. A conferma di 
questo sta l’osservazione che, nello stesso periodo, diverse centinaia di analisi delle 
sottopopolazioni linfocitarie, eseguite senza altrettanto chiare indicazioni presso il 
laboratorio di citometria dell’ospedale, non hanno portato ad alcuna diagnosi di 
immunodeficienza primitiva. 
In generale, i test più frequentemente utili sono risultati lo studio dei linfociti B memoria 
(utile nel 12% dei casi analizzati) e lo studio degli recenti emigranti timici, o RTE, 
(informativi nel 7% dei pazienti). 
Sulla base di queste considerazioni e di dati della letteratura possono essere fatte alcune 
considerazioni pratiche o raccomandazioni: 
- Di fronte ad un sospetto di SCID occorre richiedere l’esecuzione almeno del profilo base 
delle sottopopolazioni e degli RTE. In caso di infezioni atipiche, in particolare in 
presenza di difetto di IgA e/o neutropenia, è utile studiare l’espressione del CD40L su 
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linfociti T attivati. Lo studio degli RTE può essere di particolare importanza in presenza 
di difetti senza linfopenia o con lieve linfopenia. 
- Di fronte a un’ipogammaglobulinemia occorre valutare sempre la percentuale di 
linfociti B e le caratteristiche dei linfociti B immaturi e memoria. La valutazione di 
anticorpi anti-vaccinali e della risposta al vaccino pneumococcico possono contribuire 
alla definizione diagnostica.  
- In casi di citopenie autoimmuni e linfoproliferazione, va sempre richiesta la 
determinazione dei DNT. 
- In caso di malattie complesse, infiammatorie e autoimmuni devono essere studiati gli 
antigeni di attivazione (con particolare riferimento all’HLA-DR e al CD25), oltre agli RTE. 
- In casi di infezioni suppurative, linfadeniti a lenta guarigione, infezioni fungine, 
osteomieliti da opportunisti, ascessi profondi, bisogna sempre fare il test del 
superossido, che per la semplicità di esecuzione e l’informatività dovrebbe essere 
considerato un test di primo livello. Questo anche in considerazione della relativa 
frequenza della malattia granulomatosa cronica. 
- In molti casi tutti questi test non saranno in grado di condurre alla diagnosi e, se i dati 
clinici e di laboratorio lo suggeriscono, bisognerà rapidamente passare ad una 
valutazione molecolare di possibili geni candidati (e in un futuro forse non lontano 
anche all’analisi contemporanea di molti geni con tecnologie ad alta processività). 
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